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Abstract
　　　　In　injured　peripheral　pulmonary　tissue，　fibroblasts　proliferate　into　the　gas－exchange　space　between　alveolar
epithelial　cells　and　capillary　endothelial　cells．　This　fibroblast　proliferation　leads　to　a　hypoxic　condition，　at　least
within　the　tissue　around　the　damaged　region．　To　facilitate　tissue　repair，　the　growing　fibroblasts　secrete　a
protease，　urokinase－type　plasminogen　activator（uPA）and　its　inhibitor，　PA　inhibitor－1（PAト1）．　Human　lung
fibroblasts　were　isolated　and　cultivated　under　either　a　normoxic　（21％　02）　or　hypoxic　（5％　02）　condition．　The
lung　fibroblasts　cultured　in　a　hypoxic　condition　for　48　hours　expressed　58％　less　uPA　mRNA　and　21％　less　uPA
antigen　in　culture　medium，　whereas　PAI－1　mRNA　and　PAI－1　antigen　in　supernatant　were　expressed　at　levels
similar　to　those　in　the　normoxic　condition．　The　amount　ofuPA　antigen　on　the　cell　surface　was　1．4－fold　higher
in　the　hypoxic　condition　than　in　the　normoxic　condition．　These　results　suggest　that　hypoxia　may　induce　local
proteolysis　and　signal　transduction　through　uPA　by　binding　to　its　receptor．
Introduction
　　Within　the　peripheral　region　of　pulmonary　tissue，
inactive　fibroblasts　reside　in　the　thin　interstitial　tissue
between　alveolar　epithelial　cells　and　capillary　endoth－
elial　cells．　When　the　integrity　of　the　alveoli　is　acutely
disrupted　or　compromised，　the　interstitial　tissue　between
these　two　cell　types　widens　by　extravasation，　the　fibro－
blasts　start　to　grow　into　the　newly　created　space，　and　in
the　worst－case　scenario，　the　patient　develops　pulmonary
fibrosis，　a　condition　for　which　we　have　no　specific
treatment．　Within　the　injured　region，　the　tissue　oxygen
concentration　declines　rapidly　during　periods　of　inter－
rupted　blood　flow　（1，　2），　and　the　affected　cells　become
hypoxic．
　　Plasminogen　activators　（PAs）　are　serine　proteases　that
convert　the　zymogen　plasminogen　into　the　active　serine
proteas 　plasmin （3），　the　primary　enzyme　responsible　for
the removal　of　fibrin　deposits．　There　are　two　types　of
PAs，　namely　tissue－type　（tPA）　and　urokinase－type
（uPA）．　As　tPA　is　synthesized　by　endothelial　oells　in
normal　blood　vessels　（4）　and　has　a　relatively　high
aMnity for　fibrin （5），　it　appears　to　function　predominant－
ly in　physiological　thrombolysis　in　vivo　（6）．　ln　con－
trast，　a　variety　o 　migrating　cell　types　produce　and　secrete
uPA　（7，　8），　which　then　binds　to　a　cell　surface　receptor
（uPAR）　on　which　i 　functions　（9）．　The　bound　uPA　is
consid red　to　b 　involved　primaritly　in　extracellular
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proteolysis　accompanying　tissue　remodeling　and　cell
invasion　（7，　10）．　Plasminogen　activator　inhibitor－1
（PAI－1）　is　a　rapid　and　specific　inhibitor　of　both　tPA
and　uPA，　and　may　be　the　primary　regulator　of　plas－
minogen　activation　in　vivo　（11）．　Recently，　it　was　also
reported　that　the　binding　of　uPA　to　uPAR　mediates　the
signal　transduction　in　several　types　of　cells　（12）．　The
uPA　expression　of　fibroblasts　is　related　to　various
pathological　processes　（13－15），　and　the　increase　of　PAI－
1　is　one　of　the　criteria　for　fibrosis　（16－18）．　ln　this
paper，　we　examined　how　hypoxia　influenced　the　expres－
sions　of　uPA　and　PAI－1　using　cultured　human　pulmo－
nary　fibroblasts．
Materials　and　Methods
　　Materials
　　The　following　reagents，　materials，　and　supplies　were
used　for　the　experiments　in　this　study：collagenase，
EDTA，　chloroform，　isopropanol，　ethanol，　agarose，　para－
formaldehyde，　ortho－phenylenediamine，　sulfuric　acid，
and　ethidium　bromide　obtained　from　Wako　Pure　Chem－
icals　（Tokyo，　Japan）；newborn　calf　serum　from
Mitsubishi　Kasei　（Tokyo，　Japan）；　medium　199，　trypsin
TRIzol＠，　DNA　ladder，　penicillin－streptomycin　mixture，
and　Fungizone　from　GIBCO　BRL　（Grand　lsland，　NY）；
human　recombinant　basic　fibroblast　growth　factor　from
Intergen　（Purchase，　NY）；　human　cellular　fibronectin
from　Fibrogenex　（Chicago，　IL）；　60　rnm　diameter　plastic
culture　dishes　and　96－well　culture　plates　from　Falcon
（Lincoln　Park，　NJ）；　6－well　culture　plates　from　Coster
（Cambridge，　MA）；　96－well　microtiter　plates　from　Dai－
Nippon　Pharmaceutical　（Osaka，　Japan）；　reverse　tran－
scriptase－polymer　chain　reaction　（RT－PCR）　beads
（Ready－To－Go＠）　were　purchased　from　Pharmacia
（Uppsala，　Sweden）；human　urokinase－type　plas－
minogen　activator　（uPA）　enzyme－linked　immunosor－
bent　assay　（ELISA）　kit　（TintElize＠　uPA）　and　plas－
minogen　activator　inhibitor－1　（PAI－1）　ELISA　kit
（lmulyse＠　PAI－1）　from　Biopool　（Umea，　Sweden）．
　　Cell　Culture
　　Small　sections　（1－2　mm）　of　the　subpleural　region　of
human　lung　were　obtained　from　normal　regions　of　lungs
undergoing　resection　for　solitary　lung　tumors（19）．　The
surgery　was　perfoiTmed　by　the　Respiratory　Surgical
Division　of　Kasumigaura　Hospital，　Tokyo　Medical
University　（lbaraki，　Japan），　and　the　Surgical　Division　of
Mito　Saiseikai　General　Hospital　（lbaraki，　Japan）．　The
sections　were　digested　with　O．1％　collagenase　and　the
cells　obtained　were　seeded　onto　plastic　dishes　in　growth
medium　（medium　199　（M199）　supplemented　with　20％
newborn　calf　serum　（NCS），　10　ng／ml　basic　fibroblast
growth　factor，　100　U／ml　penicillin，　100　pt　g／ml　strepto－
mycin　and　2．5　pt　g／ml　Fungizone）　and　incubated　at
37．00C　（21％　O，一590　CO，）．
　　Hypoxia　Stimulation
　　Cells　passaged　from　six　to　ten　times　were　used　for　each
examination． At　confluency，　the　medium　was　changed　to
M199　supplemented　with　2Yo　NCS　for　24　hours　and
these cell were　maintained　under　either　normoxic
（21％　O，一5％　CO，）　or　hypoxic　（5％　02－5％　CO，）　condi－
tions　for 48　hours．
　Me surement　of　uPA　and　PAI－1　Antigens
　　The　uPA and　PAI－1　antigens　were　determined　by
conventional　ELISA　methods　as　directed　in　the　manuals
for　th 　kits．
　　The　uPA　antigens　on　the　cell　surfaces　were　deter－
mined　by　cellular　ELISA　methods．　Briefly，　the　cells
were　fixed　with　10／o　paraformaldehyde－PBS　for　10　min－
utes　at　room　temperature，　horseradish　peroxidase－
labeled　goat　anti－human　uPA－lgG　from　the　ELISA　kits
（Ti tElize＠　uPA）　was　added　to　each　well　to　react　with
the　bound　uPA　antigen　for　1　hour　at　room　temperature，
and then　the contents　of　the　plate　were　allowed　to　react
for　15　min tes with　ortho－phenylenediamine　（OPD），　the
substrate　for　hydrogen　peroxide（H202）．　The　plate　was
measur d　at　490　nm　by　a　microplate　reader　（mode1
3550－UV，　Bio－Rad，　Tokyo，　Japan）　after　the　reaction
was　teiTminated　by　the　addition　of　3　mol／1　sulfuric　acid．
Data　were　expressed　as　means±SD．　Mean　values　per　10‘
cells　 ere　determinated　in　triplicate　for　each　experiment，
and　every　experiment　was　reported　at　least　three　times．
RT－PCR　（Detec ion　of　uPA　and　PAI－1　mRNA）：
　　To　obtain　total　RNA，　cells　cultivated　in　each　6－well
plate　were　lys d　by　the　addition　of　TRIzol＠．　The　RNA
was　extracted　with　chloroform，　isopropanol，　and　ethanol
by　centrifugation　after　each　addition　according　to　the
manufacturer’s　instructions．　The　extracted　RNA　sam－
ple　was　dissolved　in　distilled　water，　and　its　absorbance
w 　measured　with　a　spectrophotometer　（UV－1600；
Shimazu，　Toky ，　Japan）　at　260　nm　to　estimate　the
amounts　of　total　RNA．　Equal　amounts　of　total　RNA
samples were　added　to　tubes　of　on　RT－PCR　Beads　kit
（Rea y－To－Go＠）．　uPA　and　PAI－1　sequences　were
amplified　by　the　PCR　method　with　1pt　1　of　total　RNA
sample，　1　pt　1　 f　pd　（T），，一，，，　46　pt　1　of　DEPC－treated　H，O，
and　1　ptM　sense　and　antisense　oligomer　primers　in　a
total　volume　of　50　pt　1．
　　A　set　of　primers　specific　for　human　pro－uPA　from　a
human cell　line　（20，　21）　yielded　an　amplified　fragment　of
459　bp　and　consisted　of　a　forward　primer　beginning　at
769　bp with　a nucleotide　sequence　of　5i－GCC　TTG
CTG　AAG　ATC　CGT　TCC　AAG　GAG　GGC－3i，　and
a　reverse　primer　beginning　at　1198　bp　with　a　nucleotide
sequ nce　of 5’一CAG　GCC　ATT　CTC　TTC　GGT　GTG
ACT　GCG－3’．　A　set　of　primers　specific　for　human　PAI－
lyielded an　amplified　fi”agment　of　402　bp　and　consisted
of　a　forw rd　primer　beginning　at　49　bp　with　a　nu－
cleotide　sequence　of　5’一GTC　TTT　GGT　GAA　GGG
（2）
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TCT　GCT　GTG　CAC　CAT－3’　and　a　reverse　primer
beginning　at　421　bp　with　a　nucleotide　sequence　of　5’一
TGA　AAA　GTC　CAC　TTG　CTT　GAC　CGT　GCT
CCG－3’　（22）．　For　standardization　of　the　different
RNA　samples，　the　following　glyceraldehyde　3－phos－
phate　dehydrogenase　（GAPDH）　primers　were　used：　5’一
TTA　GCA　CCC　CTG　GCC　AAG　G－3’　and　antisense
primer：　5’一CTT　ACT　CCT　TGG　AGG　CCA　TG－3’，
yielding　a　PCR　product　of　540　bp．
　　RT－PCR　was　carried　out　under　the　following　condi－
tions：　1　cycle　at　42．00C　for　30　minutes　and　95．00C　for　5
minutes；　25　cycles　at　95．00C　for　1　minute，　65．00C　for　1
minute，　and　72．00C　for　4　minutes；　and　1　cycle　at　72．00C
for　5　minutes　（TaKaRa　thermal　cycler　MP，　TaKaRa；
Tokyo，　Japan）．　The　PCR　reaction　products　were　se－
parated　by　electrophoresis　on　a　2．0％　agarose－Tris－ace－
tate－EDTA　gel，　stained　with　ethidium　bromide，　and
scanned　into　a　Macintosh　G3　computer．　An　NIH
image　program　was　used　to　calculate　the　density　of　each
band．
　　Data　analysis
　　Results　were　expressed　as　means±SD．　Statistical
analysis　was　performed　using　the　Student’s　two－tailed
unpaired　t　test　for　comparison　between　two　groups．　A　p
value　of　less　them　O．05　was　taken　to　indicate　a　statisti－
cally　significant　difference．
Results
　　The　fibroblasts　isolated　from　the　peripheral　lung
tissue　expressed　a　typical　spindle　shape　（Fig．　I　A）．　When
the　cells　were　exposed　to　hypoxic　conditions　for　48
hours，　the　number　and　shape　of　the　cells　did　not　change
（Fig．　IB）．
　　To　estimate　uPA　and　PAI－1　mRN　A，　total　RN　A
fractions　were　obtained　from　lung　fibroblasts　and　anal－
yzed　by　the　RT－PCR　method．　A　single　band　was
d tected　in　each　lane　at　459　bp　and　402　bp，　respectively，
and　 ach　had　a　fragment　length　identical　to　that　predict－
ed　by　the　primers　specific　to　uPA　and　PAI－1　（Fig．　2A，
B）．　Th amounts　of　RNA　were　estimated　as　the　expres－
sion　levels　of　uPA　and　PAI－1　relative　to　that　of
GAPDH，　using　an　NIH　image　program．　The　uPA
mRNA　expression　of　lung　fibroblasts　under　hypoxic
conditions　（16．475±13．075％）　was　58％　lower　than　that
under　normoxic　conditions　（39．457±　19．400％）　（Fig．　2C）．
The　detected　levels　of　PAI－1　mRNA　were　comparable
in　the　normoxic （94．781±50．9840ro）　and　hypoxic　condi－
tions　（63．801±30．5190ro）　（Fig　2D）．
　 The　amounts　of　uPA　and　PAI－1　antigens　secreted
into the　culture　medium　were　determined　by　the　ELISA
method． The　amount　of　uPA　antigen　detected　in　the
supe natant　under　hypoxic　conditions　（O．441±　O．050　ng／
10‘　cells）　was 21％　lower　than　that　detected　in　the
supernatant　under　normoxic　conditions　（O．558±O．071
ng／10‘　cells）（Fig．　3A）．　The　PAI－1　antigen　was　detect－
ed　in　equal　amounts　under　normoxic　（15．526±O．534　ng／
10‘　cells）　and　hypoxic　（15．320±　1．557　ng／10‘　cells）　con－
ditions （Fig．　3B）．
　　The　proteoly ic　 ffect　of　uPA　has　been　shown　to　be
r stricted　to　cell　surfaces　（23，　24）．　ln　the　present　study，
uPA　antigen　on　lung　fibroblast　surfaces　was　examined
by　the　cellular　ELISA　method　described　in　the　Materials
and　Methods　section．　The　amount　of　uPA　on　hypoxic
lung　fibroblasts　was　1．4－fold　higher　（3．539±O．239　ng／
10‘　c lls）　th n　that　on　normoxic　cells　（2．606±O．197　ng／
10‘　cells）　（Fig．　4）．
Discussion
　　In　peripheral　pulmonary　tissue　that　has　sustained
insults　such　as　acute　lung　inj　ury，　the　tissue　between　the
alveolar　epithelial　cells　and　capillary　endothelial　cells
becom s　wider，　impairing　gas－exchange　function　（25）．
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Fig．　1　Phase－contrast　microphotograph　of　the　confluent　monolayer　of　cultured　human　lung　fibroblasts　exposed　to　21Yo　02　（A）
　　　　　or　5cr／o　02　（B）　for　48　hours．　（magnification，　×50）．
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Detection　of　uPA　（A）　and　PAI－1　mRNA　（B）　in　human　lung　fibroblast．　RT－PCR　was　performed　on　total　RNA　as
described　in　the　Materials　and　Methods　section．　A　single　band　is　seen　in　each　lane　at　459　bp，　each　with　the　predicted
size　of　the　fragment　given　by　the　primer　specific　to　the　uPA．　A　single　band　is　also　seen　in　each　lane　at　402　bp，　each　with
the　predicted　size　of　the　fragment　given　by　the　primer　specific　to　PAI－1．　The　expressions　of　uPA　（C）　and　PAI－1　mRNA
（D）　relative　to　that　of　GAPDH　in　human　lung　fibroblasts　after　48　hours　of　hypoxia　were　analyzed　on　a　Macintosh
computer　using　an　NIH　image　program．　（n＝　12）
When　the　cells　in　the　region　are　deprived　of　oxygen　due
to　the　impaired　gas－exchange，　cell　recovery　activities　can
be　expected　（23）．　For　further　clarification，　we
examined　lung　fibroblasts　cultivated　under　hypoxia　to
ascertain　whether　the　cells　expressed　uPA　and　PAI－1，
substances　through　to　be　related　to　tissue　repair　and
developing　fibrosis，　respectively　（18，　23，　26）．　The　oxy－
gen－deprived　lung　fibroblasts　expressed　the　same　levels
of　PAI－1　mRNA　and　antigens　in　the　culture　medium　as
those　under　normoxia　（Figs．2B　and　3B）．　The　uPA
mRNA　expression　of　lung　fibroblasts　declined　to　42％
under　the　hypoxic　stimulation（Fig．2A）．　Hypoxia　also
decreased　the　amount　of　uPA　secreted　into　the　culture
medium　from　the　lung　fibroblasts　to　79％　（Fig．3A）．
These　decreases　were　specific　for　uPA　mRNA　and　the
amount　of　secreted　uPA　antigen，　as　the　expressions　of
GAPDH　and　PAI－1　mRNA　were　fixed．　These　data
indicated　that　there　was　a　relative　increase　in　the　amount
of　PAI－1　in　the　hypoxic　tissue．　While　the　hypoxic
tissue　seems　susceptible　to　fibrin　accumulation，　a　feature
that　makes　it　resemble　fibrotic　tissue，　the　hypoxia　did
not　stimulat 　the　growth　of　lung　fibroblasts　within　48
h urs．
　　On　the　other　hand，　the　amount　of　cell－associated　uPA
was　incr ased　1．4－fold　by　hypoxic　stimulation　（Fig．　4）．
The　secreted　uPA　binds　to　uPAR　on　the　cell　membrane
and　degrades　matrix　components　surrounding　the　cells，
thereby　allowing　cell　migration　（23）．　lt　was　reported
that　lung　fibroblasts　express　uPAR　on　their　membrane
and　restrict　uPA ctivity　to　the　cell　surface　（24，　27）．
This　result　suggests　that　proteolytic　activity　may　increase
on　th 　surface　 f　lung　fibroblasts．
　　It　was　also　demonstrated　that　the　hepatocyte　growth
factor （HGF）　in　blood　increases　rapidly　and
significantly　in　acute　lung　injury　（28）．　HGF　is　a
multifunctio al　growth　factor　that　works　as　a　mitogen
and　morphogen　not　only　for　hepatocytes，　but　also　for
epithelial　and　endothelial　cells　（28－34）．　HGF　is　secret－
ed　as　a singl －chai 　inactive　precursor，　and　it　becomes　a
double－stranded　a tive　form　（35，　36）　when　expressed　to
several　type　kinds　of　proteases　such　as　uPA　（37－39）．
Activat d　HGF　binds　to　the　specific　receptor，　c－met，　and
（4）
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Fig．3　The　amounts　of　uPA　and　PAI－1　antigens　in　the　medium．　The　amounts　of　uPA　（A）　and　PAI－1　antigens　（B）　secreted
　　　　　　into　the　culture　medium　over　a　48　hours　period　of　normoxia　or　hypoxia　were　determined　by　ELISA　methods．　Each
　　　　　　value　indicates　the　mean±SD．　（n＝6）
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The　amounts　of　uPA　antigen　on　the　cell　surface．　The
amounts　of　uPA　antigens　were　determined　by　cellular
ELISA　methods．　Each　value　indicates　the　mean±SD．
（n　＝　8）
may　express　a　pulmotropic　effect　（40）．　Recently，　we
found　that　lung　fibroblasts　produced　HGF　and　stored　it
in　the　extracellular　matrix　under　hyperoxic　stimulation
（data　not　shown）．　Taken　together，　these　findings　sug－
gest　that　lung　fibroblasts　may　activate　HGF　from　the
pool　using　the　cell－associated　uPA，　which　was　increased
by　the　hypoxia　induced　by　the　lung　injury．
　　In　recent　years，　it　has　been　reported　that　uPAR－
bound　uPA　induces　various　kinase　activities　in　fibro－
blasts　（12，　20），　and　that　HGF　receptor　binding　is　related
not　only　to　cell　growth，　but　also　to　protease　production
（41）．　As　damaged　lung　tissues　under　hypoxic　condi－
tions　produce　and　express　uPA　and　PAI－1　at　different
levels　than　fibroblasts　in　normal　tissues　under　similar
conditions，　we　can　also　speculate　that　the　uPA－PAI－1
system　may　be　related　to　pathogenic　remodeling　of
fibroblasts．　For　clarification，　further　investigation　will
be　needed　to　explain　the　function　of　uPA　in　lung　injury．
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低濃度酸素刺激がヒト肺線維芽細胞のウロキナーゼ型プラスミノー
ゲンアクチベータ（uPA），　PAインヒビター1（PAI－1）に及ぼす影響
渡　辺　　　治1）
中　村　博　幸1）
高　橋　君　子1）
橋　本　俊　夫2）
松　岡　　　健1）
1）東京医科大学内科学第5講座
2）水戸済生会総合病院内科
岸　　　厚　次1）
成　島　勝彦1）
　【要旨】傷害肺組織では，肺胞上皮細胞と血管内皮細胞との間の肥厚及び，このスペースへの線維芽細胞の増殖が認めら
れる．このような，傷害組織周囲では低酸素状態が認められる．一方，肺線維芽細胞は，ウロキナーゼ型プラスミノーゲ
ンアクチベータ（uPA），　PAインヒビター1（PAI－1）といった，組織修復に関与するプロテアーゼを分泌することが知られ
ている．そこで，手術検体から採取した肺組織からヒト肺線維芽細胞を単離培養し，酸素濃度を5％（hypoxia），21％（nor－
moxia）で培養を48時間継続した後のuPA，PAI－ImRNA，培養上清中uPA，　PAI－1量，および細胞表面上のuPA量
を測定した．低酸素条件では，uPA　mRNAは有意な低下（58％）が認められ，　PAI－1mRNAでは有意差は認められなかっ
た．また，同様に，培養上清中のuPA量は有意な低下（21％）が認められたが，　PAI－1量は有意差がなかった．しかし，細
胞表面のuPA量は，低酸素条件で有意な上昇（L4倍）が認められた．これらの結果から低酸素では，受容体と結合した
uPAを介して局所的線溶，及び情報伝達系を介する修復反応の活性化が起こる可能性が示唆された．
〈Key　words＞ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベータ（uPA），プラスミノーゲンアクチベータインヒビター1
　　　　　　（PAI－1），肺線維芽細胞，低酸素
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